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ОЧИСТКА И КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ ВИРУСА 
ДИАРЕЙ-БОЛЕЗНИ СЛИЗИСТЫХ ОБОЛОЧЕК 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 


Введение 

В настоящее время вирусная диарея-бо- 
лезнь слизистых оболочек крупного рога- 
того скота (ВД-БС КРС) занимает сущес- 
твенное место в ряду инфекционных забо- 
леваний КРС. Возбудитель ВД-БС КРС яв- 
ляется прототипным представителем рода 
Резйитих семейства Науитаае и вызы- 
вает у КРС широкий спектр клинических 
проявлений: аборты, диарею, респиратор- 
ные заболевания и др. [3]. 

Изучениеиммунобиологических свой- 
ств и проведение технологического кон- 
троля производства инактивированных 
вакцин основано на использовании им- 
мунохимических реакций и требует на- 
личия диагностических антигенов и пре- 
паратов антител. 

Одним из наиболее существенных мо- 
ментов приготовления диагностикумов 
и вакцин является получение очищенной 
концентрированной суспензии вируса. 

В литературе имеются сообщения о 
различных способах очистки и концент- 
рирования вируса ВД-БС КРС. Концен- 
трирование вирусных агентов прово- 
дят осаждением с использованием поли- 
этиленгликоля [1, 2, 6]. Более детальную 
очистку и концентрирование проводят, 
используя метод осаждения в изоэлект- 


рической точке, а также применяя обра- 
ботку детергентами (тритон Х-100) или 
суспендирующим буфером, содержащим 
двухвалентные катионы [4, 5]. 

Целью нашего исследования явился 
подбор оптимальных методов и условий 
очистки и концентрирования вируса ВД- 
БСКРС штамм «МАГТ». 

Материалы и методы 

Для очистки и концентрирования виру- 
са ВД-БС КРС нами выбраны следующие 
методы: осаждение вируса полиэтиленгли- 
колем (ПЭГ-6000) с последующей очист- 
кой сахарозой, осаждение вируса ультра- 
центрифугированием, применение детер- 
гентов в процессе очистки и концентриро- 
вания вируса. 

Для концентрирования использова- 
ли ПЭГ-6000 в виде 50% стерильного рас- 
твора, в качестве детергентов применяли 
Пиоп Х-100 и Тмееп-20. Очистку вируссо- 
держащей суспензии, для освобождения от 
чужеродных белков, проводили с исполь- 
зованием 20% сахарозы. 

В работе использовали штамм «МАОГ» 
вируса ВД-БС КРС, адаптированный к 
культуре клеток носовых перегородок 
КРС (ВТ) с титром инфекционной актив- 
ности 106,75 ТЦД.;/0,2 смз, который был 
получен из коллекции АТСС (США). 
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Данный штамм был адаптирован к оте- 
чественной перевиваемой культуре клеток 
почки сайги (ПС). 

Осаждение вируса ВД-БС КРС поли- 
этиленгликолем и очистка с помощью са- 
харозы. Исходную вируссодержащую сус- 
пензию осветляли низкоскоростным цен- 
трифугированием при 700 © в течение 10 
минут. Надосадок отбирали (элюат 1), а 
осадок ресуспендировали в буфере 5ТЕ 
до конечного объема суспензии, равного 
1% объема исходного вируссодержащего 
материала [1]. Для высвобождения остав- 
шегося вируса из клеток проводили двух- 
кратное замораживание-оттаивание осад- 
ка, после чего его центрифугировали при 
700 г. Надосадок (элюат 2) смешивали с 
элюатом 1, а осадок (клеточный детрит) 
ресуспендировали в буфере $ТЕ. Данную 
процедуру проводили дважды. Далее рабо- 
тали с объединенными надосадками (элю- 
ат 1,2,3). Осадок проверяли на остаточную 
инфекционность в культуре клеток (к/к) и 
антигенную активность в ИФА. 

В объединенный надосадок добавляли 
ПЭГ-6000 до конечной концентрации 6%, 
суспензию инкубировали при 4°С в тече- 
ние 2 ч. После осаждения вируса ПЭГ ви- 
руссодержащую суспензию повторно цент- 
рифугировали при 6000 с в течение 30 мин, 
надосадочную жидкость удаляли, а осадок 
ресуспендировали в 1/100 исходного объ- 
ема ЗТЕ-буфере. Под полученную суспен- 
зию подслаивали 20% сахарозу и центри- 
фугировали при 10000 $ в течение 2 ч. Су- 
пернатант сливали, а осадок ресуспендиро- 
вали в $ГЕ-буфере. 

Осаждение вируса ВД-БС КРС ультра- 
центрифугированием. Исходную вируссо- 
держащую суспензию осаждали центри- 
фугированием при 10000 с в течение 2 ч. 
Осадок ресуспендировали в 1/100 исходно- 
го объема в $ТЕ-буфере. 

Определенной степени очистки дости- 
гали, наслаивая содержащую вирус жид- 
кость на небольшой объем буферного рас- 
твора, содержащего 20% сахарозы и цен- 
трифугировали при 10000 х в течение 1,5 
ч. Осадок вируса суспендировали в 5ТЕ-бу- 
фере; для этого раствор приливали к осад- 
ку и оставляли на 12 ч при 4° С. 

Применение детергентов в процес- 
се очистки и концентрирования вируса 
ВД-БС КРС. Получение высокоочищен- 
ного вируса ВД-БС КРС осложнено тем, 
что значительная часть вирионов связана с 
клеточными структурами и при гомогени- 
зации в растворах без детергентов не отде- 
ляется от клеток. Для поиска оптимально- 


го способа очистки нами были использова- 
ны детергенты Тгйоп Х-100 и 'Тмееп-20. 

К двум образцам вируссодержащей сус- 
пензии добавляли ТгИоп Х-100 или Туееп- 
20 до 0,2% концентрации, суспензии цент- 
рифугировали при 1500 2 в течение 5 ми- 
нут. Собирали надосадочные жидкости, а 
соответствующие образцы осадков кле- 
ток гомогенизировали в фосфатно-буфер- 
ном физиологическом растворе (ЗФР) с 
РН 74 с 0,2%-м содержанием ТгИоп Х-100 
или Туееп-20. Суспензии клеток центрифу- 
гировали в том же режиме и соединяли с 
соответствующими осветленными проба- 
ми, полученными после первого центри- 
фугирования. 

Осветленные вируссодержащие сус- 
пензии очищали от низкомолекулярных 
белков центрифугированием при 10000 2 
через 20% сахарозу, приготовленную на 
ЗФР с добавлением по 0,2% Топ Х-100 
или Тмееп-20. 

Присутствие культурального ВД-БС 
КРС подтверждали в ИФА и ПЦР Инфек- 
ционную активность полученных препара- 
тов определяли путем их титрования на к/ 
к ПС, а антигенную активность - в сэнд- 
вич-варианте иммуноферментного анали- 
за коммерческого набора Свеки-ВУО-Аз 
фирмы «ГШЕХХ-ВоштеЦь, и набором для 
иммуноферментной диагностики вирусной 
диареи-болезни слизистых КРС (ВИЭВ 
г Москва). 

Антигенную активность исходного 
препарата, а также очищенного и концент- 
рированного с помощью ПЭГ с сахарозой, 
изучали на кроликах. Стерильный адъю- 
вант Мошашае [ЗА -70 смешивали с рав- 
ным объемом (1:1) очищенного и инакти- 
вированного антигена ВД-БС и гомогени- 
зировали до получения стабильной эмуль- 
сии типа «вода-масло». Животным вводи- 
ли подогретую на водяной бане до 30-37° С 
эмульсию. Кроликов иммунизировали в 
дозе 2 мл трехкратно по схеме: 

1. в мякиши подушечек задних лапок; 

2. через 7-10 дней в подколенные лим- 
фоузлы; 

3. через 21 день после первой иммуни- 
зации - внутримышечно. 

Через 10-15 дней после 3-й иммуниза- 
ции доноров обескровливали и получали 
сыворотку для исследования на наличие 
антител. Титр антител определяли мето- 
дом ИФА. 

Результаты и обсуждение 

Результаты различных способов очист- 
ки и концентрирования вируса ВД-БС КРС 
представлены в табл.. 
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Таблица 


Сравнительная оценка способов очистки и концентрирования вируса ВД-БС КРС 


Вирусный материал ие Титр о акикл ПС ППР 
Исходный материал 1:100 6.75 + 
Клеточный детрит 1:100 5.75 + 
те т 45 - 
ПЭГ-6000+сахароза (х100) 1:1000 9.50 + 
УЦ через сахарозу 1:40 4.50 + 
Птйюп Х-100 +сахароза 1:200 6.55 + 
'Тмееп-20-сахароза 1:100 5.0 + 


В результате проведенных исследова- 
ний установлено, что наибольший титр 
вируса на к/к ПСив ИФА был отмечен в 
концентрате ПЭГ-6000 с сахарозой (9,50 12 
и 1:1000, соответственно). Это совпадает с 
результатами изучения антигенной актив- 
ности вирусного материала на кроликах. 

При введении животным исходного ма- 
териала титр вируснейтрализующих анти- 
тел к вирусу ВД-БС КРС составил 6,5+0,23 
102, после последней иммунизации. Уро- 
вень антител к данному вирусу при вве- 
дении животным концентрата с ПЭГ- 
6000--сахароза был сравнительно высоким 
и составил после последней иммунизации 
антигена в среднем 9,4-0,46 102, (ВИЭВ). 

Нужно отметить, что, несмотря на 
трехкратное эллюирование вируссодержа- 
щей суспензии, значительное количество 
вируса остается в клеточном детрите (5,75 
| и 1:100). Предположительно, это связа- 
но с тем, что вирусные частицы очень про- 
чно соединены с клеточными структура- 
ми. Это свидетельствует о необходимос- 
ти изыскания более совершенных методов 
отделения вируса ВД-БС от клеток. 

Как видно из таблицы, осаждение ви- 
руса ультрацентрифугированием через са- 
харозу привело к значительной потере ви- 
русного материала. Титры инфекционнос- 
ти и антигенной активности вируса после 
очистки этим способом уменьшились (с 
6,75 1е до 4,50 1 ТЦЛ50 и с 1:100 до 1:40, со- 
ответственно). 

РЕЗЮМЕ 


При экстрагировании и 100-кратном 
концентрировании ВД-БС с использо- 
ванием в качестве детергента Тмееп-20 
титр инфекционности вирусного препара- 
та уменьшался (с 6,75 1 до 5,0 1), а титр 
антигенной активности оставался на пре- 
жнем уровне (1:100). 

Лучшие результаты были получены 
при экстрагировании и 100-кратном кон- 
центрировании вируса ВД-БС с использо- 
ванием в качестве детергента Топ Х-100. 
Титр инфекционности вируса на к/к остал- 
ся на прежнем уровне, а титр антигенной 
активности в ИФА возрос с 1:100 до 1:200. 

Выводы 

Таким образом, проведенные иссле- 
дования показали, что концентрирова- 
ние вируса ВД-БС КРС с использованием 
ПЭГ-6000, с последующей очисткой через 
сахарозу, позволяет получать концентрат 
с высокой инфекционной и антигенной 
активностью. 

Данный концентрат может быть ис- 
пользован для получения высокоактивных 
гипериммунных сывороток, пригодных для 
проведения диагностических исследований 
при ВД-БС КРС. 

Однако в силу того, что вирусные час- 
тицы достаточно прочно ассоциированы с 
мембраной клеточной стенки, необходимо 
усовершенствование методов отделения 
вируса ВД-БС КРС от клеток для получе- 
ния высокоспецифичного материала. 


В настоящей работе представлены материалы экспериментов по очистке и концентрированию виру- 
са вирусной диареи-болезни слизистых оболочек крупного рогатого скота штамм «МАЮТЬ». 
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ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ 

ПОСТАНОВКИ НЕПРЯМОГО ВАРИАНТА 
ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТЕЛ НА ШТАММЫ 
«ВК» И «К» ВИРУСА БОЛЕЗНИ АУЕСКИ 

В СЫВОРОТКАХ КРОВИ СВИНЕЙ 


Введение 

Болезнь Ауески (БА), вызываемая 
вирусом семейства НегрезушЧае рода 
\УаисеПауа$, продолжает оставаться од- 
ной из самых серьезных проблем для сви- 
новодства многих стран мира [2]. 

Широкомасштабная вакцинация свиней 
против болезни Ауески, которая использу- 
ется для профилактики заболевания, не- 
смотря на значительный клинический эф- 
фект, не может препятствовать инфициро- 
ванию животных, т.к. особенностью возбу- 
дителя болезни Ауески является способ- 
ность вызывать латентную инфекцию, при 
которой вирус может пожизненно персис- 
тировать в клетках ЦНС, миндалин и лим- 
фоузлов. Вирусный геном интегрируется 
в геноме клетки хозяина и при определен- 
ных обстоятельствах способен реактиви- 
роваться и инициировать новый цикл раз- 
множения вируса, провоцируя возникнове- 
ние заболевания, выделение вируса во вне- 
шнюю среду, инфицируя при этом чувстви- 
тельных животных [8]. 

В большинстве развитых стран мира 
программы искоренения БА основаны на 
применении «маркированных вакцин» и со- 
ответствующих диагностических тест-сис- 
тем, способных дифференцировать инфи- 
цированных животных среди вакциниро- 
ванного поголовья с последующей их вы- 
браковкой. В настоящее время в качестве 
таких дискриминирующих тестов исполь- 
зуется система на основе блокирующего 
иммуноферментного анализа с применени- 
ем моноклональных антител, как правило, 
зарубежного производства («Габогаонез 


ШРКА», Испания, «Среки -ИФА», фирма 
Вотштей-ГШЕХХ) [1,4]. 

Метод иммуноферментного анализа 
находится в постоянном развитии. С одной 
стороны, расширяется число объектов ис- 
следования, с другой — углубляются и со- 
вершенствуются методы самого анализа. 
Это приводит к тому, что упрощается схе- 
ма анализа, сокращается время его прове- 
дения, уменьшается расход реагентов (6). 
Иммуноферментный метод обладает ря- 
дом преимуществ перед традиционными 
иммунологическими реакциями, главными 
из которых является высокая чувствитель- 
ность, специфичность, возможность полу- 
чения количественных данных, автомати- 
зации всех этапов постановки анализа и 
воспроизводимость. Как и всякий аналити- 
ческий метод, ИФА кроме достоинств име- 
ет и свои недостатки, прежде всего связан- 
ные с фоновыми реакциями, которые ста- 
новятся все более значимыми по мере то- 
го, как растет чувствительность детектор- 
ных систем. 

Целью нашей работы была оптимиза- 
ция условий постановки непрямого вари- 
анта иммуноферментного анализа за счет 
усовершенствования метода получения ан- 
тигена вируса болезни Ауески, который 
может быть использован в ИФА в качестве 
штамм — специфического при выявлении 
антител к 2Е антигену в сыворотке крови, 
без использования моноклональных анти- 
тел, а также снижения неспецифической 
сорбции конъюгата на иммунный и неспе- 
цифический комплекс антиген-антитело, 
который ярко выражен у сывороток кро- 
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